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Abstract: Thrautochytrids are often called heterotrophic microalgae that 

have a lot of omega-3 docosahexaenoic acid, or DHA. These microbes are 

found in many mangrove forest areas, including Indonesia, which has the 

biggest mangrove forests in the world. Indonesia is also beginning to look 

for useful microbes in these environments. The goal of this study was to 

find and identify a type of Thrautochytrid called Aurantiochytrium sp. in 

the mangrove forests of Tidung Island, part of the Thousand Islands near 

Jakarta. This area has never been studied for this type of microbe before. 

The study found two isolates of Thrautochytrids, named Aurantiochytrium 

sp. PTD5 and PTD6. These were identified by looking at the phylogenetic 

tree made from 18S rRNA sequences. The phylogenetic tree shows that 

PTD5 and PTD6 are closely related to other Aurantiochytrium strains like 

SR21 and BL10, which are widely used in research for making omega-3 

DHA lipids. 

Keywords: Aurantiochytrium sp., mangrove forest; phylogenetic analysis; 

Thrautochytrids, Tidung Island. 

 

 

Pendahuluan 

 

Hutan mangrove menyimpan kekayaan 

biodiversitas mikroba potensial yang berguna 

dalam industri bioteknologi (Thatoi et al., 

2013). Beberapa mikroba yang terdapat di 

hutan mangrove, mikroalga heterotrofik 

Aurantiochytrium sp. telah menarik perhatian 

banyak peneliti untuk mengisolasi dan 

mengeksploitasinya dalam dua dekade terakhir 

(Aasen et al., 2016; Jaritkhuan & Suanjit, 

2018; Kalidasan et al., 2021; Sirirak et al., 

2020).  

Mikroalga heterotrofik dari genus 

Aurantiochytrium asal hutan mangrove telah 

banyak dieksploitasi untuk kegunaan pakan 

ternak (Moran et al., 2018),  produksi asam 

lemak omega-3 DHA (Aini et al., 2022; Wang 

et al., 2018), produksi squalene (Otagiri et al., 

2017; Patel et al., 2019), dan karotenoid 

(Carmona et al., 2014). Mikroalga  

Aurantiochytrium sp. asal hutan mangrove 

pulau Pari, kepulauan Seribu, Jakarta sudah 

pernah dilaporkan (Hutari et al., 2022).  

Namun demikian, isolasi dari pulau lain 

di kepulauan Seribu belum pernah dilaporkan 

dan belum dianalisis pohon kekerabatannya 

dengan spesies lain yang telah ditemukan. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, 

mengidentifikasi dan menganalisis pohon 

kekerabatan mikroalga heterotrofik asal hutan 

mangrove pulau Tidung, Jakarta.  

Hasil penelitian ini diharapkan dapat 

memberikan informasi yang komprehensif 

tentang kelimpahan, manfaat, dan analisis 

kekerabatan dari mikroalga Aurantiochytrium 

sp. yang diisolasi dari hutan mangrove pulau 

Tidung, Jakarta. Isolat Aurantiochytrium sp. 

Yang didapatkan akan dijadikan Master Cell 

Bank untuk digunakan lebih lanjut dalam 

produksi komponen nutraseutikal dan 

farmaseutikal yang bernilai ekonomi tinggi. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Bahan dan Metode 

 

Waktu dan tempat 

Penelitian ini dilakukan dari bulan Januari 

hingga Maret 2023 di area hutan mangrove di 

Pulau Tidung, Jakarta, serta di laboratorium 

pendidikan biologi Fakultas Keguruan dan Ilmu 

Pendidikan Universitas Muhammadiyah Prof. Dr. 

Hamka (UHAMKA) Jakarta. Daun mangrove 

yang berwarna oranye dan tenggelam di dasar air 

perairan mangrove digunakan untuk mengisolasi 

spesies Aurantiochytrium sp. dari daun tersebut. 

 

Desain penelitian 

Mikroalga Aurantiochtrium sp. diisolasi 

dari hutan bakau pulau Seribu menggunakan 

metode direct plating. Setelah mendapatan isolate 

murni kedua jenis mikroalga tersebut diekstrak 

genomnya. Identifikasi molecular untuk spesies 

Aurantiochtrium sp. merujuk kepada metode 

yang dilaporkan oleh Jaritkhuan & Suanjit  

(2018). 

 

Populasi dan sampel 

Populasi berupa seluruh daun yang terjatuh 

di sekitar pohon mangrove di kawasan hutan 

mangrove pulau Tidung. Pengambilan sampel 

daun mangrove yang terendam di dasar 

permukaan sedimen hutan mangrove dilakukan 

secara acak menggunakan metode jelajah. Hanya 

daun yang berwarna oranye dan memiliki tekstur 

lembut yang diambil sebagai sampel. Setelah 

diambil, sampel disimpan dalam wadah yang 

berisi air laut dan diberi segel untuk mencegah 

kontaminasi. 

Alat-alat yang dibutuhkan meliputi klem 

plastik berukuran 10x15 cm, kabinet aliran udara 

laminar, lampu UV, shaker orbital (DLAB) tipe 

SK-0330-Pro, cawan petri sekali pakai, gelas 

ukur Pyrex berkapasitas 250 ml, gelas beaker 

IWAKI berkapasitas 500 ml, labu Erlenmeyer 

IWAKI berkapasitas 250 ml, pinset stainless 

steel, bunsen, autoklaf, timbangan neraca 

OHAUS, vortexer DLAB tipe MX-S, mikroskop 

Olympus BX43, sentrifuge DLAB, mikrotube, 

pipet berkapasitas 200 mikroliter, kit purifikasi 

DNA genomik Wizard Promega 10, kamera 

mikroskop USB, dan perangkat lunak 

(AmScope). 

Bahan yang digunakan terdiri dari air laut, 

sampel daun bakau yaitu Rhizpora stylosa, agar 

bakteriologi (Oxoid), glukosa (Himedia), ekstrak 

yeast (Himedia), air aquades, garam reef, 

aluminium foil, kapas kassa, cryovial (Corning) 

gliserol (Merck), parafilm (M), medium agar 

padat dengan komposisi agarose 15 gram per 

liter, ekstrak yeast 4 gram per liter, garam laut 3 

gram per liter, dan dextrose 10 gram per liter, 

media cair pre-culture pertama dengan komposisi 

dextrose 15 gram per liter, ekstrak yeast 5 gram 

per liter, garam laut 7,2 gram per liter 

menggunakan 500 mL aquades, serta media cair 

pre-culture kedua dengan komposisi dextrose 20 

gram per liter, ekstrak yeast 10 gram per liter, 

garam laut 7,2 gram per liter menggunakan 1000 

mL aquades. 

 

Prosedur penelitian 

Isolasi Mikroalga 

Isolasi khamir Aurantiochytrium sp. dalam 

penelitian ini dilakukan dengan metode direct 

plating seperti yang telah dilakukan oleh 

Takahashi et al., (2019). Metode ini melibatkan 

penanaman daun mangrove ke dalam media agar. 

Media agar dituangkan ke dalam petridish secara 

merata. Sampel daun mangrove dipotong menjadi 

bentuk persegi dengan ukuran 2 cm, lalu 

ditempelkan secara steril pada permukaan media 

agar. Keberadaan serta keragaman mikroalga 

diamati menggunakan mikroskop cahaya. Proses 

isolasi terus dilakukan hingga diperoleh isolat 

murni dari mikroalga Aurantiochytrium sp.. 

Morfologi yang diperhatikan mencakup bentuk 

dan ukuran sel, bentuk kloroplas, jenis 

reproduksi, serta struktur spesifik seperti bintik 

mata, yang digunakan sebagai dasar dalam 

menentukan karakteristik spesies tersebut 

(Abdullah & Sembiring, 2009). 

Isolat murni Aurantiochytrium sp. diamati 

menggunakan mikroskop cahaya (Olympus 

BX43) setelah dua hari plating langsung. Untuk 

memastikan bahwa isolat yang diperoleh 

termasuk genus Aurantiochytrium, dilakukan 

identifikasi sekuens bagian dari 18S rRNA 

dengan metode yang telah diteliti oleh Jaseera et 

al., (2019). 

Isolat murni Aurantiochytrium sp. yang 

berhasil diperoleh dikultur dalam labu 

Erlenmeyer 250 ml menggunakan medium AYA 

broth sesuai komposisi yang ditentukan oleh 

Nisaa et al., (2022). Fermentasi dilakukan selama 

http://doi.org/10.29303/jbt.v25i4b.10133
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2 hari dengan suhu ruangan dan kecepatan 

pengadukan 200 rpm.n. Setelah itu, 1,5 ml dari 

kultur Aurantiochytrium sp. yang telah dikultur 

selama 2 hari tersebut ditambahkan 300 µl 

gliserol (Merck), lalu dimasukkan ke dalam 

cryovial steril 2 ml (Corning) dan disimpan pada 

suhu -20ºC atau lebih dingin lagi. Analisis 

filogenetik mikroalga Aurantiochytrium sp. 

dilakukan menggunakan perangkat MEGA 11. 

 

Identifikasi Morfologi 

Isolat mikroalga yang diambil dari daun 

bakau kemudian dilanjutkan dengan tahap 

identifikasi morfologi melalui pengamatan 

menggunakan mikroskop. Isolat mikroalga 

tersebut diambil dengan menggunakan satu jarum 

ose, lalu ditempatkan di object glass yang telah 

ditetesi aquades, kemudian ditutup dengan cover 

glass. Sampel tersebut kemudian diamati 

menggunakan mikroskop OLYMPUS dengan 

perbesaran 10x, 40x, dan 100x. Mikroskop 

tersebut dilengkapi dengan kamera yang 

terhubung dengan aplikasi Toup View 3.7 untuk 

Digital Camera. Pada tahap identifikasi 

morfologi, dilihat karakteristik dan bentuk sel 

mikroalga, seperti bentuk bulat, memanjang, 

tidak beraturan, berkumpul dalam koloni atau 

berbentuk tunggal, adanya zoospora, serta sifat 

berlendir atau tidak berlendir (Purbani et al., 

2019). Hasil pengamatan tersebut kemudian 

diklarifikasi menggunakan metode analisis 

berupa buku identifikasi (Barsanti & Gualtieri, 

2014). 

 

Identifikasi Molekuler 

Proses identifikasi molekuler mencakup 

beberapa tahap, yaitu isolasi DNA, amplifikasi 

DNA, purifikasi DNA, dan sekuensing. Pada 

tahap awal, isolasi DNA mikroalga dilakukan 

sesuai dengan panduan teknik manual Wizard 

Genomic DNA Purification Kit (Promega 

Corporation, 2019). Langkah isolasi DNA 

dimulai dengan menambahkan biomassa basah ke 

dalam tabung sentrifugal berkapasitas 1,5 ml, lalu 

ditambahkan 600 μl larutan lisis nukleid. Sampel 

kemudian dikocok selama 3 detik hingga 

biomassa tercampur rata dengan larutan. Setelah 

itu, sampel dinkubasi dalam air panas pada suhu 

65ºC selama 15 menit. 

Sampel ditambahkan 3 μl larutan RNase 

untuk menghancurkan sel, lalu dicampur dengan 

membolak-balikkan tabung sebanyak 5 kali. 

Setelah itu, sampel dipanaskan kembali di dalam 

air panas berpendingin dengan suhu 37ºC selama 

15 menit. Langkah berikutnya, tambahkan 200 μl 

larutan presipitasi protein, lalu dikocok selama 20 

detik menggunakan vortex. Setelah itu, sampel 

disentrifugasi dengan kecepatan 16.000xg selama 

3 menit agar cairan di atas (supernatan) dan 

bagian padat (biomassa) terpisah. Supernatan 

yang terpisah dari biomassa diambil 

menggunakan pipet Eppendorf 200 μl, lalu 

dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi 

berkapasitas 1,5 ml yang berisi 600 μl 

isopropanol. 

Sentrifugasi 16.000xg selama 1 menit, lalu 

cuci pellet dengan etanol 70% bolak-balikkan 

tabung sebanyak 3 kali, sentrifugasi 16.000xg 

selama 1 menit. Ambil etanol dengan pipettip. 

Balikkan tube di atas tissue hingga tube yang 

masih terdapat sisa etanol kering. Proses 

selanjutnya, tambahkan larutan 100 μl larutan 

rehidrasi DNA dan inkubasi selama 1 jam dengan 

suhu 65ºC.  

Langkah berikutnya, hasil DNA yang telah 

diisolasi dilakukan reaksi PCR menggunakan 

primer 18S-rRNA. Prosesnya terdiri dari 

predenaturasi dan denaturasi pada suhu 95ºC 

selama 2 menit, annealing pada suhu 57ºC selama 

0,75 menit, extension pada suhu 72ºC selama 1,3 

menit, serta final extension pada suhu 72ºC 

selama 5 menit. Untuk memastikan hasil isolasi 

DNA, produk PCR kemudian dianalisis dengan 

metode elektroforesis gel agarose 1% w/v, yaitu 

dengan mencairkan 0,5 gram agarose dalam 50 

mL TAE. 

 

Analisis data 

Data yang diperoleh kemudian dianalisis 

menggunakan pendekatan bioinformatika dengan 

software Basic Local Alignment Search Tools 

(BLAST) dari National Center for Biotechnology 

(NCBI). Software ini dapat diakses melalui 

website 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGR

AM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_

TYPE=BlastSearch, seperti yang telah dilakukan 

oleh Wangiyana (2022). 

Hasil sekuensing dianalisis untuk 

mengetahui hubungan kekerabatan dari 

mikroalga Thraustorchytrids Aurantiochytrium 

sp. yang diperoleh dari isolasi daun bakau. Data 

sekuensing juga menggunakan strain mikroalga 

Thraustorchytrids Aurantiochytrium sp. yang 

http://doi.org/10.29303/jbt.v25i4b.10133
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sama yang tersedia di GenBank NCBI. Analisis 

hubungan kekerabatan dilakukan dengan 

membuat pohon filogenetik menggunakan 

software Molecular Evolutionary Genetic 

Analysis X (MEGA X). Analisis pohon 

filogenetik tersebut merujuk pada penelitian yang 

telah dilakukan sebelumnya. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Filogenetik Mikroalga Mangrove 

Hasil dari analisis filogenetik yang 

didapat dari dua jenis isolat daun bakau 

mangrove yaitu PTD5 dan PTD6 menunjukkan 

bahwa isolat yang telah dikenali masuk ke 

dalam kelompok Aurantiochytium sp. 

Mikroalga dari keluarga Thraustochytrid 

ditemukan di wilayah perairan laut Pulau Tidung, 

Kepulauan Seribu. Gambar 2 menampilkan 

pohon evolusi yang terbentuk dari isolat 

mikroalga secara monofiletik, yang 

menunjukkan hubungan kekerabatan yang dekat 

serta jalur perkembangan sejarah evolusi mereka. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 1. Aurantiochytrium sp. PTD5 (a) dan 

Aurantiochytrium sp. PTD6 (b) 

 

Klad I terdiri dari beberapa jenis 

mikroalga, yaitu Aurantiochytrium sp. SD116, 

Aurantiochytrium mangrovei TSKK7, 

Aurantiochytrium mangrovei Sk02, 

Aurantiochytrium sp. LR52, Aurantiochytrium 

sp. LA21, Thraustochytrium sp. TR1.4, 

Thraustochytriidae sp. ANACC TC 020, 

Thraustochytrium sp. ONC-T18, 

Thraustochytriidae sp. T66, Thraustochytriidae 

sp. N1-27, Schizochytrium sp. KH105, dan 

Thraustochytrium sp. ATCC 26185. Klad II 

merupakan isolat dari PTD6 yang terdiri dari 

Aurantiochytrium limacinum NIBH SR21, 

Aurantiochytrium acetophilum SW1, 

Schizochytrium mangrovei PQ6, dan 

Thraustochytrium sp. CHN-1. Isolat PTD5 pada 

Klad III terdiri dari mikroalga Aurantiochytrium 

sp. BL10, Schizochytrium limacinum isolate 

OUC174, Schizochytrium sp. SW1, 

Aurantiochytrium sp. B072, Schizochytrium 

mangrovei, Aurantiochytrium sp. LA22, dan 

Aurantiochytrium sp, LR60. Klad IV terdiri dari 

jenis mikroalga yaitu Thraustochytriidae sp. 

NIOS-4, Schizochytrium sp. ATCC 20888, serta 

Bicosoeca petiolata ATCC 50639. 

Mikroalga yang dianalisis secara 

filogenetik tersebut masuk ke dalam keluarga 

Thraustochytrid dengan tingkat persentase 

homologi sebesar 99%. Aurantiochytrim sp. 

adalah jenis mikroalga yang heterotropik, bersel 

tunggal, dan termasuk dalam eukariot. Mikroalga 

ini mampu menghasilkan zoospora untuk proses 

pertumbuhan secara vegetatif. Selain itu, 

mikroalga ini juga bisa menghasilkan lemak 

berupa DHA (C22: n-3) dengan kadar mencapai 

50 hingga 80% dari berat kering biomassa yang 

dimilikinya. 

 

Pembahasan 

 

Identifikasi sekuens parsial 18S rRNA 

dilakukan dengan metode yang digunakan oleh 

Jaseera et al. (2019) agar dapat memastikan 

bahwa isolat yang diperoleh benar-benar berasal 

dari genus Aurantiochytrium. Morfologi isolat 

murni Traustochytrids Aurantiochytrium sp. 

PTD5 dan PTD6 (Gambar 1a dan 1b) sesuai 

dengan morfologi Aurantiochytrium sp. yang 

telah dilaporkan oleh Jaritkhuan & Suanjit, 

(2018). Ciri khas dari Aurantiochytrium sp. 

adalah bentuk sel yang bulat atau lonjong, 

dengan ukuran yang berbeda-beda tergantung 

pada tahap perkembangan sel tersebut, di mana 

ukuran diameter terkecil sekitar 2-3 mikrometer 

sedangkan ukuran terbesar bisa mencapai hingga 

50 mikrometer (Sirirak et al., 2020).  

http://doi.org/10.29303/jbt.v25i4b.10133
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Pohon filogenetik memberikan gambaran 

susunan suatu spesies yang berkerabat dalam 

bentuk pohon yang bercabang (Anafarida & 

Badruzsaufari, 2020). Dari hasil analisis 

filogenetik dapat diketahui bahwa pohon 

filogenetik terbagi menjadi 4 kelompok 

keturunan atau klad yang berasal dari nenek 

moyang yang sama (Dharmayanti, 2011). 

 

 
Gambar 2. Pohon Filogenetik Isolat Mikroalga Aurantiochytirum dari Daun Bakau Hutan Mangrove, Pulau 

Tidung, Kepulauan Seribu Berdasarkan Sekuen Gen 18S rRNA 

 

Garis pada pohon filogenetik 

menunjukkan hubungan kekerabatan yang dekat 

dan jarak evolusi antar spesies, serta kesamaan 

nenek moyang dari suatu kelompok. Jarak antar 

pohon menandai sejauh mana evolusi terjadi 

pada suatu spesies, semakin panjang garisnya, 

semakin jauh pula evolusinya dan karakter 

spesies tersebut semakin berkembang. 

Sebaliknya, jarak yang semakin pendek 

menggambarkan karakter spesies yang lebih 

primitif (Oktafia & Badruzsaufari, 2021). Dari 

pohon filogenetik pada Gambar 2 terlihat bahwa 

garis yang terbentuk antar spesies tergolong 

panjang dan dianggap dekat dengan 

Thraustochytrid. 

Strain Thraustochytrium sp. dari Klad I 

memiliki kemampuan menghasilkan DHA dan 

karotenoid terutama astaxanthin. Sementara 

Thraustochytrium sp. CHN-1 dari Klad II 

menghasilkan astaxanthin yang cukup besar bagi 

skala pabrik sehingga sangat bermanfaat di 

bidang industri (Carmona et al., 2014). Spesies 

dari kedua Klad ini memiliki jarak kekerabatan 

dan evolusi yang cukup dekat yang dibuktikan 

http://doi.org/10.29303/jbt.v25i4b.10133
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dengan tiap garis filogenetik pendek terdiri dari 

spesies dari genus Aurantiochytrium, genus 

Thraustochytrium, dan genus Schizochytrium. 

Aurantiochytrium acetophilum SW1 yang 

merupakan bagian dari Klad II isolate dari PTD6 

diketahui memiliki tingkat toleransi tinggi 

terhadap toksisitas asetat dan umumnya 

digunakan sebagai substrat yang mengandung 

karbon (Ganuza et al., 2019). Bahkan pada 

penelitian Prabhakaran et al. (2022), 

Aurantiochytrium sp. SW1 diketahui gen 

terbanyaknya memiliki fungsi untuk 

metabolisme lipid sebanyak 321 gen, metabolism 

karbohidrat 290 gen, metabolisme kofaktor dan 

vitamin 197 gen, dan metabolism asam amina 

188 gen. Aurantiochytrium sp. PTD6 yang 

berkerabat ini berpotensi memiliki gen dengan 

sifat yang sama.  

Aurantiochytrium sp. isolate PTD6 

berkerabat dengan mikroalga dari genus 

Schizochytrium sebanyak 3 spesies pada Klad 

III. Schizochytrium diketahui dimanfaatkan 

untuk vaksin influenza yang sangat 

imunoprotektif karena memiliki tingkat 

biosintesis tinggi serta pertumbuhan cepat pada 

media kultur berbiaya rendah (Ramos-Vega et 

al., 2018). Genus Schizochytrium yang terdapat 

di keempat Klad diketahui bisa menghasilkan 

DHA melalui proses fermentasi (Wang et al., 

2018).  

Klad IV hanya memiliki 3 anggota kerabat 

yakni dari famili Thraustochytriidae sp., spesies 

Schizochytrium sp., dan spesies Bicosoeca 

petiolata. Jarak yang jauh dengan 

Aurantiochytrium sp. isolate PTD6 dan PTD5 

menunjukkan jarak evolusi yang cukup jauh.  Hal 

ini terlihat dari adanya perbedaan morfologi 

terutama dari genus Bicosoeca. Genus ini 

memiliki bentuk sel seperti lonceng, membentuk 

koloni, memiliki alat gerak flagel, dan habitat di 

air tawar sebaliknya Aurantiochytrium bentuk 

selnya bulat atau oval, soliter, tidak memiliki 

flagel, dan habitat di air laut (Jeuck & Arndt, 

2013). 

 

Kesimpulan 

 

Isolat Thraustochytrid Aurantiochytrium 

sp. PTD5 dan PTD6 mengonfirmasi adanya 

spesies ini di satu hutan mangrove di Indonesia, 

yaitu hutan mangrove Pulau Tidung, Jakarta. 

Kedua isolat ini sangat mirip dengan spesies 

Aurantiochytrium sp. yang sudah banyak 

digunakan secara komersial untuk produksi lipid 

omega-3 DHA. Hal ini menunjukkan bahwa 

isolat dari hutan mangrove Indonesia memiliki 

potensi untuk diterapkan lebih luas lagi, terutama 

dengan adanya kemudahan akses teknologi bagi 

para peneliti dan industri dalam melakukan 

bioprospeksi spesies Thraustochytrid 

Aurantiochytrium sp. 
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